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THE EFFECTS OF BCG VACCINE TO THE BACTERIAL NUMBER ON 
STRESS BALB/c’S LIVER  INFECTED WITH Listeria Monocytogenes
Amelya Permata Sari1), Dwi Pudjonarko2)
ABSTRACT 
Background: Stress may cause immunity impairment especially in cellular immunity  
responses, while BCG vaccination may increase it.  
Objective: The  aim  of  this  study  was  to  prove  the  bacterial  number  on  stress  
BALB/c’s  liver,  infected  with  Listeria  monocytogenes  which  was  vaccinated  with  
BCG was lower than the mice which was not vaccinated with BCG.
Method and subject: This study adapts laboratory experimental and Post Test Only  
Control Groups Design. The 24 female BALB/c divided into four groups and received  
standard  lab  diet  daily.  The  Control  group  (C)  received  no  other  additional  
treatment. The Stress group (EFS) received stressed by electrical foot shock start on  
day 12th until day 21st. The BCG  group received intra peritoneal injection of 0.1cc  
BCG at  day 1st and day 11th and the EFS+BCG group received  intra peritoneal  
injection of 0.1cc BCG at day 1st and 11th  and stressed by electrical foot shock start  
on day 12th until day 21st. At day 21st, all groups were injected  intravenously with 104 
live Listeria monocytogenes (LD50 = 2x105 bacteria).  The mice were killed at day 
26th.
Result:  There  are  significant  difference  on  bacterial  number  between  EFS  and  
EFS+BCG (p<0.05).  In contrast, there are no significant differences  on bacterial  
number between EFS+BCG and C (p>0.05).   
Conclusion: the bacterial number on stress BALB/c’s liver,  infected with Listeria  
monocytogenes  which was vaccinated  with BCG was significantly  lower than the  
mice which was not vaccinated with BCG.
Key words: BCG, Stress, bacterial number, L. monocytogenes.
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ABSTRAK
Latar  Belakang:  Stres  dapat  menyebabkan  gangguan  fungsi  sistem  imun  tubuh 
terutama  respon  imunitas  seluler.  Disisi  lain  dilaporkan  penggunaan  BCG  dapat 
meningkatkan respon imunitas seluler tersebut. 
Tujuan:  Penelitian  ini  bertujuan untuk membuktikan bahwa jumlah kuman hepar 
mencit  BALB/c yang diberi stres, terinfeksi  Listeria monocytogenes dan mendapat 
vaksinasi BCG lebih rendah daripada yang tidak mendapat vaksinasi BCG.
Metode dan Bahan:  Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris 
dengan  pendekatan  The  Post  Test  Only  Control  Group  Design.  Mencit  betina 
BALB/c  sebanyak  24  ekor  dibagi  menjadi  empat  kelompok  dan  masing-masing 
mendapat pakan standar setiap hari. Kelompok Kontrol (K) tidak menerima perlakuan 
apa pun. Kelompok Stres (EFS) mendapatkan stres dengan electrical foot shock mulai 
hari ke-12 sampai hari ke-21. Kelompok BCG menerima injeksi 0.1cc BCG secara 
intraperitoneal pada hari ke-1 dan ke-11. dan kelompok EFS+BCG mendapat injeksi 
0.1cc  BCG  secara  intraperitoneal  pada  hari  ke-1  dan  ke-11  dan  stres  dengan 
electrical  foot  shock mulai  hari  ke-12 sampai  hari  ke-21.  Pada  hari  ke-21 semua 
kelompok diinjeksi secara intravena dengan 104 Listeria monocyogenes hidup (LD50 = 
2x105 bakteri) dan pada hari ke-26 semua mencit dibunuh untuk pemeriksaan. 
Hasil:  Terdapat  perbedaan yang bermakna dalam jumlah kuman antara kelompok 
EFS dan EFS+BCG (p<0.05). Sementara kelompok EFS+BCG menunjukkan tidak 
ada perbedaan yang bermakna dengan kelompok K (p>0.05).
Kesimpulan: Jumlah kuman pada hepar mencit BALB/c stres yang terinfeksi Listeria 
monocytogenes dan yang mendapat vaksinasi BCG lebih rendah bermakna daripada 
yang tidak mendapat vaksinasi BCG. 
Kata Kunci: BCG, Stres, jumlah kuman, L. monocytogenes.
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PENDAHULUAN
Stres dapat didefinisikan sebagai keadaan yang merupakan akibat dari uji atau 
ancaman terhadap kapasitas adaptif  kita,  sesuatu yang mengganggu keseimbangan 
dinamik atau homeostatik tubuh kita. Pada manusia stres dapat mempengaruhi sistem 
pertahanan tubuh dan meningkatkan kerentanan terhadap penyakit dan infeksi.1 Hal 
yang dapat menimbulkan stres disebut sebagai stressor.2 Penelitian yang dilakukan 
Marshall terhadap mahasiswa yang stres karena ujian (stres akademik) menunjukkan 
bahwa stres psikologis akan menyebabkan pergeseran keseimbangan sistem imun ke 
Th2. Data menunjukkan penurunan sintesis sitokin Th1 termasuk interferon-γ (IFN-γ), 
dan peningkatan sitokin Th2 termasuk IL-10. Sehingga dipercaya bahwa stres akan 
menyebabkan penurunan sitokin Th1 yang akhirnya mengacaukan respon imunitas 
seluler.3
BCG  (bacillus  Calmette-Guerin)  dikenal  sebagai  vaksin  tuberkulosis 
merupakan  Mycobacterium Bovis yang  dilemahkan.  Sebagai  bakteri  intrasel  yang 
dilemahkan, di makrofag BCG digunakan untuk memacu respon imunitas seluler dan 
bukan  humoral.4 Penggunaan  dosis  BCG  yang  tepat  akan  menginduksi  respon 
imunitas seluler melalui peningkatan sitokin respon imun tipe I yaitu IL-12, IFN-γ, 
dan TNF-α yang berfungsi mengaktivasi makrofag.5 
Listeria  monocytogenes merupakan  bakteri  intraseluler  yang  banyak 
digunakan  sebagai  model  dalam  mempelajari  infeksi  bakteri  intraseluler.  Pada 
manusia,  bakteri  ini  menyebabkan  meningo-enchephalitis.  Adanya  Listeria  
monocytogenes dalam makrofag akan membuat  makrofag memproduksi  IL-2 yang 
akan menstimuli sel NK, membantu deferensiasi Th0 menjadi Th1 dan menstimulasi 
CD8+ CTLs.  Ketiga  sel  ini  akan  mensekresi  IFN-γ,  yang  berfungsi  mengaktivasi 
makrofag, untuk memproduksi oksigen reaktif, menstimulasi produksi antibodi dan 
mengopsonisasi bakteri dengan tujuan akhir membantu fungsi efektor makrofag.6 
Bakteri  ini  dapat  bertahan  hidup  di  dalam  makrofag  dan  menghindari 
mekanisme  bakterisidal  oleh  makrofag,  sedang  makrofag  yang  terdapat  didalam 
hepar yaitu sel kupfer yang dikenal sebagai sel fagosit professional akan memfagosit 
Listeria Monocytogenes yang masuk ke hepar setelah infeksi.7 
Dengan kultur  jaringan hepar maka dapat memberikan informasi  mengenai 
respon imun tubuh yaitu melalui jumlah kuman yang masih terdapat dalam jaringan 
tersebut. Penurunan jumlah pada hasil hitung kuman mengindikasikan peningkatan 
aktifitas sistem imun pada hepar didalam melawan infeksi. Daya bunuh makrofag 
yang  meningkat  ditunjukkan dengan lebih  rendahnya  jumlah  kuman  dalam organ 
hepar mencit yang mendapat BCG.8   
Penelitian ini  berusaha menjawab apakah pemberian BCG dapat mencegah 
tingginya  jumlah  kuman  pada  hepar  mencit  BALB/c  yang  mengalami  stres  dan 
terinfeksi  Listeria monocytogenes.  Tujuan khusus penelitian ini untuk menganalisa 
perbedaan jumlah kuman pada hepar mencit  BALB/c dengan stres tanpa vaksinasi 
BCG dibanding dengan yang divaksinasi BCG. Hasil penelitian ini diharapkan dapat 
menjadi  bahan  informasi  dalam penggunaan  imunomodulator  sebagai  pencegahan 
terjadinya  penurunan  respon  imunitas  seluler  karena  stres.  Pemberian  BCG  pada 
penelitian  ini  hanya  merupakan  salah  satu  pemberian  imunomodulator  yang  telah 
banyak  diteliti.  Dalam penelitian  selanjutnya  bisa  diberikan jenis  imunomodulator 
lain yang sangat banyak ditawarkan di pasaran. 
METODE PENELITIAN
Penelitian  ini  merupakan  penelitian  eksperimental  laboratorik,  dengan 
pendekatan  The Post Test Only Control Group Design yang menggunakan binatang 
percobaan sebagai objek penelitian.9 
Sampel penelitian ini adalah 24 ekor mencit yang didapat dari PUSVETMA 
(Pusat Veterinaria Farma) Surabaya. Untuk menghindari bias dalam penelitian maka 
dikontrol hal-hal berikut faktor keturunan mencit (diambil mencit yang secara genetis 
sifatnya  sama,  yaitu  mencit  BALB/c),  umur  mencit  (mencit  berusia  6-8 minggu), 
jenis  kelamin  (betina),  berat  badan  sebelum  percobaan  (21.48  ± 1.70  gram), 
penempatan  kandang  (ditempatkan  pada  tempat  yang  sama dan dikandang secara 
individual),  kebersihan (frekuensi dan kualitas  pembersihan dilakukan sama untuk 
tiap mencit), cara pemberian makanan (pada jam-jam yang sama secara ad libitium), 
faktor kesehatan (mencit harus sehat), begitu pula dengan ventilasi dan pencahayaan 
diperlakukan sama. 
Sebelum digunakan dalam penelitian, 24 ekor mencit diadaptasikan terlebih 
dahulu selama satu minggu. Selama dalam pemeliharaan mencit  diberi makan dan 
minum secara ad libitum. Setelah menjalani masa adaptasi, mencit kemudian dibagi 
menjadi empat kelompok percobaan. Semua mencit mendapatkan makanan standar 
laboratoris. Pada kelompok Kontrol, mencit tidak mendapatkan perlakuan. Kelompok 
EFS mendapatkan stres dengan electrical foot shock mulai hari ke-12 sampai hari ke-
21. Sementara kelompok BCG menerima injeksi 0.1cc BCG secara intraperitoneal 
pada hari ke-1 dan ke-11. Dan kelompok EFS+BCG mendapat injeksi 0.1cc BCG 
secara intraperitoneal pada hari ke-1 dan ke-11 dan stres dengan electrical foot shock 
mulai  hari  ke-12  sampai  hari  ke-21.  Pada  hari  ke-21  semua  kelompok  diinjeksi 
intravena  dengan  104 Listeria  monocyogenes hidup  (LD50 =  2x105 bakteri)  yang 
diperoleh  dari  Balai  Laboratorium  Kesehatan  Semarang.  Semua  mencit  dibunuh 
dengan  pemberian  chloroform yang  dilanjutkan  dengan  dislokasi  leher  pada  hari 
ke-26. 
Data hasil penelitian diolah dan disajikan dalam bentuk tabel dan grafik. Untuk 
mengetahui normalitas data dilakukan uji normalitas menggunakan Shapiro Wilk test.  
Data  berdistribusi  normal  dilakukan  uji  One  Way  Anova  untuk  melihat  adanya 
perbedaan pada keempat kelompok perlakuan. Besarnya perbedaan masing-masing 
kelompok perlakuan dianalisis lebih lanjut dengan Post Hoc Test Bonferroni. Semua 
analisis statistik tersebut dilakukan dengan  menggunakan program komputer SPSS 
13.00 for windows.10 Nilai  signifikansi  pada penelitian  ini  adalah apabila  variabel 
yang dianalisis memiliki nilai p < 0.05.
PROSEDUR PEMERIKSAAN
              Hari ke-26 mencit dibunuh dengan cara dislokasi leher untuk diambil 
heparnya  secara  asepsis  sebagai  bahan  kultur.  Kultur  dilakukan  pada  media  agar 
darah.  Penghitungan  jumlah  koloni  dilakukan  setelah  media  diinkubasi  dalam 
incubator  selama  24 jam pada  suhu  37oC.  Penghitungan  kuman  dilakukan  dalam 
satuan Colony Forming Unit ( CFU)/gram jaringan.
HASIL PENELITIAN
Jumlah kuman dihitung berdasarkan koloni yang tumbuh dari kultur jaringan 
hepar. Berikut jumlah koloni kuman jaringan hepar pada penelitian.
Tabel 1. logcfu L. monocytogenes hasil pengamatan kultur hepar
Kelompok n Rerata SB Minimal Maksimal
Kontrol 6 3.86 0.57 3.02 4.48
EFS 6 4.63 0.84 3.18 5.51
BCG 6 2.91 0.66 2.35 3.95
BCG + EFS 6 3.35 0.23 3.13 3.71
One Way ANOVA → F=8.486; p=0.001
Jumlah kuman paling tinggi pada kelompok mencit yang mendapat EFS (4.63 
± 0.84) dan paling rendah pada kelompok mencit yang mendapat BCG (2.91 ± 0.66). 
Terdapat  perbedaan  yang  bermakna  (p=0.001)  pada  jumlah  kuman  antara  empat 
kelompok percobaan.
Tabel 2.Nilai p dengan Post Hoc Test Bonferroni 
Tes Bonferroni Kontrol EFS BCG EFS+BCG
Kontrol - 0.261 0.095 1.000
EFS 0.261 - 0.001* 0.011*
BCG 0.095 0.001* - 1.000
EFS+BCG 1.000 0.011* 1.000 -
* Perbedaan yang bermakna pada p<0.05.
Dapat  dilihat  pada  tabel  diatas  adanya  perbedaan  yang  bermakna  pada 
perbandingan  jumlah  kuman  yaitu  antara  kelompok  EFS  dengan  kelompok 
EFS+BCG (p=0.011) dan antara kelompok EFS dengan kelompok BCG (p=0.001). 
Tidak ada perbedaan yang bermakna antara kelompok EFS+BCG dengan kelompok 
Kontrol  (p=1.000)  dan  antara  kelompok  BCG  dengan  kelompok  EFS+BCG 
(p=1.000).
                         
EFS+BCGBCGEFSKONTROL
Kelompok
6
5
4
3
2
95
%
 C
I l
o
g
cf
u
Gambar 1. Error bar logcfu masing – masing kelompok
PEMBAHASAN 
Listeria  monocytogenes merupakan  bakteri  intraseluler  dan  pada  manusia, 
dapat menyebabkan meningo-enchephalitis. Bakteri tersebut dapat difagositosis oleh 
makrofag  dan  dapat  menghindari  mekanisme  fagosom sehingga  dapat  bereplikasi 
dalam  sitoplasma.  Makrofag  yang  terdapat  didalam  hepar  yaitu  sel  kupfer yang 
dikenal  sebagai  sel  fagosit  professional  akan memfagosit  Listeria  Monocytogenes  
yang masuk ke hepar setelah infeksi. 8
Adanya  Listeria  monocytogenes dalam makrofag  akan  membuat  makrofag 
memproduksi  IL-2  yang  akan  menstimuli  sel  NK,  membantu  deferensiasi  Th0 
menjadi Th1 dan menstimulasi CD8+ CTLs. Ketiga sel ini akan mensekresi IFN-γ, 
yang  berfungsi  mengaktivasi  makrofag,  untuk  memproduksi  oksigen  reaktif, 
menstimulasi  produksi  antibodi  dan  mengopsonisasi  bakteri  dengan  tujuan  akhir 
membantu fungsi efektor makrofag.7 
Pada  penelitian  ini  didapatkan  jumlah  kuman  pada kelompok  BCG paling 
rendah jika dibandingkan dengan kelompok lain, ini disebabkan karena pemberian 
BCG dapat memacu fungsi makrofag, sel T, sel B, dan sel NK untuk memproduksi 
IL-12, IFN-γ dan TNF-α. Makrofag tersebut berhubungan dengan kemampuan daya 
bunuh  makrofag  yang  ditunjukkan  dengan  lebih  rendahnya  jumlah  kuman  dalam 
organ hepar mencit yang mendapat BCG.8 
Didukung lebih lanjut oleh penelitian Djamiatun dkk melaporkan pemberian 
0,1 cc BCG produksi Biofarma dengan booster 10 hari berikutnya dengan dosis sama 
pada mencit BALB/c akan meningkatkan secara bermakna kemampuan fagositik dan 
daya  bunuh  makrofag  limpa  terhadap  Staphylococcus  aureus,  disamping  itu  juga 
terjadi peningkatan produksi TNF-α dari makrofag peritoneal.11
Penggunaan dosis BCG yang tepat akan menginduksi respon imunitas seluler 
melalui respon Type1. Dalam penelitian Power dkk dibuktikan bahwa BCG dalam 
dosis rendah akan memacu respon Type1, sementara semakin tinggi dosisnya akan 
menghasilkan  campuran  respon  Type1  dan  Type2.12 Sehingga  dalam  melakukan 
vaksinasi adalah penting menentukan dosis tergantung respon imun mana yang akan 
dibangkitkan.  
Hal  yang  sebaliknya  terjadi  pada  kelompok  EFS,  pada  kelompok  ini 
didapatkan  jumlah  kuman  yang  paling  tinggi.  Hal  ini  sesuai  dengan  teori  bahwa 
pengaruh  stres  dapat  memberi  beban  pada  sel  saraf  pusat,  yang  kemudian  akan 
menimbulkan perubahan pada sistem imunologik  melalui  jalur  endokrin dan saraf 
otonom.  Jalur  ini  disebut  Hipothalamic  Pituitary  Adrenal-axis  (HPA-axis).  Stres 
kemudian  menjalarkan  sinyal  ke  bagian  posterior  medial  hipothalamus  untuk 
mensekresi  Corticotropin Releasing Factor (CRF). CRF mengakibatkan  axis  HPA 
menjadi aktif, berupa peningkatan ACTH yang akan merangsang kortex adrenal yang 
akan  mengakibatkan  peningkatan  sekresi  kortisol.  Stres  juga  merangsang  saraf 
otonom  simpatik  dan  medula  adrenal  mengeluarkan  katekolamin  (adrenalin  dan 
noradrenalin).13 Berdasarkan pada macam sitokin yang diproduksi, maka limfosit Th0 
berdiferensiasi menjadi limfosit T helper (Th) dan limfosit T cytotoxic (Tc). Limfosit 
berdiferensiasi pula atas Th1 yang memproduksi IFN-γ dan Th2 yang memproduksi 
IL-4.  Dalam  keadaan  normal,  limfosit  Th1  dan  Th2  saling  berimbang. 
Peningkatan kadar kortisol akan menurunkan produksi IL-1 oleh makrofag dan IL-2 
oleh sel Th, yang berakibat terjadi gangguan keseimbangan berupa penurunan IFN-γ 
dan didominasi oleh IL-4.14 Ini dapat menyebabkan pergeseran fenotip T helper CD4+ 
dari  Th1 yang  berfungsi  dalam imunitas  seluler  ke Th2 yang  melibatkan produksi 
antibodi.
Pada kelompok stres yang diberi BCG didapatkan jumlah kuman pada organ 
hepar lebih rendah dibanding kelompok yang tidak mendapat vaksinasi BCG dan ada 
perbedaan yang bermakna.  Hal ini  menunjukkan bahwa BCG dapat meningkatkan 
daya bunuh kuman pada mencit BALB/c, stres dapat menurunkan dan BCG dapat 
mencegah penurunan daya bunuh kuman pada mencit BALB/c yang mengalami stres. 
Karena  keterbatasan  kemampuan,  peneliti  hanya  menggunakan  blood  agar 
sebagai media kultur, yang kemungkinan masih dapat ditumbuhi oleh koloni kuman 
lain, sementara dengan media khusus Listeria monocytogenes hasil kultur dapat lebih 
baik.  Mengingat  waktu  penelitian  yang  singkat  dan  sederhananya  teknik  yang 
digunakan  maka  peneliti  hanya  menggunakan  hepar  sebagai  organ yang  dikultur. 
Sementara infeksi  Listeria monocytogenes dalam waktu yang lebih lama juga dapat 
menyebabkan meningoencephalitis,  yang apabila  dilakukan pemeriksaan pada otak 
kemungkinan hasil kulturnya dapat berbeda dibandingkan dengan hepar. 
 
KESIMPULAN
Penelitian ini membuktikan bahwa:
1. Jumlah kuman pada hepar mencit Balb/c yang mendapat stres paling tinggi 
dibanding dengan  kelompok yang lain.
2. Jumlah  kuman  pada  hepar  mencit  Balb/c  yang  mendapat  vaksinasi  BCG 
paling rendah dibanding dengan kelompok yang lain.
3. Jumlah  kuman  pada  hepar  mencit  BALB/c  stres  yang  terinfeksi  Listeria  
monocytogenes dan yang mendapat  vaksinasi  BCG lebih rendah bermakna 
daripada yang tidak mendapat vaksinasi BCG. 
SARAN
1. Diperlukan  penelitian  lebih  lanjut  tentang  pengaruh  vaksinasi  BCG  terhadap 
hewan coba stres yang terinfeksi  Listeria monocytogenes melalui hitung kuman 
hepar dengan media khusus Listeria monocytogenes.
2. Diperlukan  penelitian  lebih  lanjut  tentang  pengaruh  vaksinasi  BCG  terhadap 
hewan coba stres yang terinfeksi  Listeria monocytogenes melalui hitung kuman 
pada otak dengan teknis khusus dan waktu yang lebih lama.
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